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RESUMO

A bactéria Gram-negativa Edwardsiella tarda é responsavel pela edwardisielose, uma doenga hemorragica de peixes,
que conduz a grandes perdas econdmicas em todo 0 mundo. O conhecimento das moléculas envolvidas em processos
bioquimicos de E. tarda é importante para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e/ou profilaticos. Uma dessas
moléculas é a adenosina deaminase, envolvida no processo de maturagdo do tRNA, através da conversao de adenosina
em inosina, ainda ndo caracterizada em E. tarda. A caracterizacdo de uma proteina é melhor conduzida quando se
conhece as suas particularidades estruturais. Uma das principais ferramentas de caracterizacdo estrutural é a
dindmica molecular. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi de proporcionar um tutorial facilitado de dinamica
molecular utilizando 0 GROMACS, bem como, estabelecer a dindmica molecular in silico da adenosina deaminase de
E. tarda. Os dados gerados apontaram que a estrutura da adenosina deaminase é estavel, tanto do ponto de vista
estrutural, quanto de enovelamento. O uso da dinamica molecular pode auxiliar na escolha de novos alvos
terapéuticos, sobretudo, no desenho racional de farmacos.

Palavras-chaves: Edwardsiella tarda, adenosina deaminase, dindmica molecular, GROMACS, tutorial.

ABSTRACT

The Gram-negative bacteria Edwardsiella tarda is responsible for edwardisiellosis, a hemorrhagic disease of fish,
which leads to large economic losses worldwide. The knowledge of the molecules involved in biochemical processes in
E. tarda is important for the development of new therapeutic and/or prophylactic targets. One of these molecules is
adenosine deaminase, involved in the maturation process of the tRNA by converting adenosine to inosine, not yet
investigated in E. tarda. The characterization of a protein is best conducted when if know the structural particularities.
One of the main tools of structural characterization is molecular dynamics. In this sense, the aim of this work was
provide to the reader an eased tutorial of molecular dynamics using the GROMACS, as well as perform molecular
dynamics of E. tarda adenosine deaminase. The data generated by molecular dynamics showed that the structure of
adenosine deaminase, determined in silico, is extremely stable. The use of molecular dynamics can help in the choice
of new therapeutic targets, especially in rational drug design.
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(JANDA; ABBOTT, 1993). A infecgdo humana
ndo apresenta fendmenos hemorrdgicos e se

1.Introducéo

A Edwardsiella tarda, um bacilo Gram-
negativo, é o agente etioldgico da edwardsielose.
A edwardsielose é uma infeccdo grave,
notadamente conhecida pelos fendbmenos de sepse
hemorrdgica em peixes (HU et al., 2014). A
infecdo por E. tarda ndo se limita ao ambito
veterinario, podendo também infectar o homem

caracteriza por gastroenterites autolimitadas e
com diferentes  graus de  gravidade
(JARURATANASIRIKUL; KALNAUWAKUL,
1991). Mesmo com a existéncia de vacinas
experimentais e de tratamentos baseados em
antibidticos, a edwardsielose promove grandes
perdas econdmicas, seja pelo acometimento de
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peixes em ambientes naturais ou em criadouros
artificiais (WANG et al., 2012).

Embora  existam  vérias  vacinas
experimentais, nenhuma delas é comercializada,
indicando que seu papel protetivo ainda néo
atingiu o patamar desejado (NELSON et al.,
2009). O uso de antibidticos na agua acarreta uma
série de transtornos, especialmente no que se
refere a resisténcia aos farmacos (ZHENG et al.,
2012). Dessa maneira, é mister o desenvolvimento
de novas vacinas e/ou farmacos. Nesse sentido, o
conhecimento dos processos bioquimicos da
bactéria é de suma importancia na escolha de
macromoléculas, tais como proteinas, como alvos
para o tratamento e/ou profilaxia da infecgéo.
Uma dessas moléculas é a adenosina deaminase,
responsavel pela maturacdo da molécula de RNA
transportador (tRNA), através da deaminacao da
adenosina em inosina, essencial a vida (LUO;
SCHRAMM, 2008). Mesmo sendo uma molécula
potencialmente importante como alvo para
medidas terapéuticas e/ou profilaticas, nenhum
estudo sobre a adenosina deaminase foi
empreendido em E. tarda.

A caracterizagdo de uma proteina é
melhor conduzida de posse da estrutura
tridimensional (NADEAU; CARLSON, 2012). A
partir da estrutura é possivel inferir e mensurar o
mecanismo de funcionamento proteico e propor
desde o aumento da atividade, através de
mutacdes sitio-dirigidas, até a cessacdo da
atividade proteica, por intermédio do desenho
racional de farmacos (ELLEBY et al., 2000;
KUMAR et al., 2014). Indubitavelmente, uma das
melhores ferramentas de caracterizagéo estrutural
¢ a dinamica molecular; estudo amplamente
difundido no campo da Biologia Computacional e
em outras &reas de conhecimento in silico
(KAUSHIK et al., 2014).

As  proteinas  adotam  estruturas
tridimensionais baseadas, entre outros fatores, na
sequéncia de  aminodcidos  (GUZMAN;
GRUEBELE, 2014). No entanto, as proteinas ndo
sdo entidades estritamente estaticas e apresentam
diversos graus de movimentos e,
consequentemente,  diferentes  conformacdes
(HUB; GROOT, 2009; CHENG; DAGGETT,
2014). Nesse sentido, a dindmica molecular vem

elucidar as mudancas de conformagdo proteica,
trazendo a tona informagdes valiosas no que diz
respeito as caracteristicas funcionais da proteina
estudada. Por definicdo, a dindmica molecular €
uma simulacdo computacional dos movimentos
fisicos das moléculas em nivel atbmico em meios
solidos, liquidos ou gasosos (JANSSON et al.,
2009). Existem varios programas disponiveis para
dindmica molecular de biomoléculas, sendo os
mais empregados na area da pesquisa 0 AMBER
(WANG et al., 2004), NAMD (PHILLIPS et al.,

2005), GROMOS (DAURA et al., 1996),
CHARMM (ROTERMAN et al, 1989) e
GROMACS (LANGE et al, 2006).

Indiscutivelmente, este Gltimo é o mais difundido
e utilizado em pesquisas que envolvam dindmica
molecular de proteinas. Esse fato se deve aos
amplos recursos de parametrizacdo e pela
gratuidade do uso para fins académicos (VAN
DER SPOEL et al. 2005). No entanto, muitos
usuarios, especialmente aqueles da éarea de
Ciéncias Biologicas e da Salde, apresentam
dificuldades em se introduzirem no uso do
GROMACS. Isso se deve ao fato do programa néo
apresentar interface gréafica, sendo cada comando
inserido através de linhas de comando num
terminal, exigindo prévio conhecimento de
informatica, sobretudo no sistema operacional
Linux. Diante desse cenéario, os objetivos deste
trabalho sdo de proporcionar um tutorial
detalhado e facilitado do uso do GROMACS, bem
como, de realizar o estudo da dindmica molecular
da adenosina deaminase de E. tarda.

2. Materiais e métodos
2.1 Determinacdo da estrutura da adenosina
deaminase

A estrutura da adenosina deaminase de
E. tarda (EtAD) (GenBank: WP_015683243.1)
(TEKEDAR et al., 2013) foi determinada por
modelagem comparativa, através do método de
restricbes espaciais, empregando o software
Modeller 9.13v (SALI et al., 1995). Inicialmente,
foram gerados 200 modelos, sendo o0 que
apresentou melhor perfil estereoquimico, eleito
para este trabalho.
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O refinamento da estrutura foi realizado
através da minimizacdo de energia, empregando o
campo de forga OPLS (Optimized Potentials for
Liquid Simulations) (MACCALLUM;
TIELEMAN, 2003) A predigao dos rotameros foi
realizada com o auxilio da interface grafica UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004), com 0 uso
da Dbiblioteca de rotdmeros de Dunbrak
(DUNBRACK, 2002). Apo6s o refinamento, a
estrutura foi validada através dos seguintes
programas: Procheck (LASKOWSKI et al.,
1996), ProSa (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e
Verify3D (EISENBERG et al., 1997).

2.2 Dinamica molecular

No estudo de dindmica molecular foi
utilizado o software GROningen MAchine for
Chemical Simulations — GROMACS (release
4.5.6) (LANGE et al., 2006). A simulagdo se
dividiu em cinco etapas: i) geracdo da topologia;
ii) criagdo do box, solvatacdo e adicdo de ions; iii)
minimizacdo de energia; iv) equilibracdo; v)
dindmica molecular de 1 ns. Os parametros
empregados na simulacdo sdo descritos no
tutorial.

2.3 Aporte de hardware e software

Neste trabalho foram utilizados os
seguintes softwares: UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004) disponivel em:
<https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/>, Xmgrace,

disponivel em: <http://plasma-
gate.weizmann.ac.il/Grace/> e GROMACS
4.5.6v, disponivel em:

<http://www.gromacs.org/>. Todos os softwares
foram executados no sistema operacional Linux,
devido sua robustez, estabilidade e eficiéncia.
Caso o usuério tenha dificuldade em instalar os
programas, 0 mesmo poderd instald-los com o
auxilio do Central de Programas do Ubuntu,
disponivel na barra iniciar do sistema operacional.

Este tutorial foi executado em um
computador com a seguinte configuracdo de
hardware: processador Intel® Core™ i7-4790, 32
Gb de memdria RAM (1600 MHz), GPU VGA

GigaByte GeForce GTX660 Ti 2048MB, HD com
capacidade de 1 Th.

3. Resultados e discusséo
3.1 Obtencdo da estrutura e geracdo da
topologia

Como alvo para a DM foi utilizada a
estrutura da adenosina deaminase (GenBank:
WP_015683243.1) de E. tarda (TEKEDAR et al.,
2013), resolvida por modelagem comparativa
(Fig. 1A). Na impossibilidade do usuério
determinar a estrutura in silico, deverd ser usada a
estrutura da enzima adenosina deaminase (PDB
ID: 30CQ) de Salmonella enterica (SeAD) (Fig.
1B), disponivel no Protein Data Bank (PDB),
website <www.rcsh.org>. Caso seja utilizada a
estrutura 30CQ, 0 usudrio devera carregar o
arquivo 30CQ.pdb, preferencialmente, no editor
de texto Gedit e realizar a retirada das moléculas
de &gua (HOH), bem como do atomo de zinco
(Zn) do arquivo .pdb. Esse procedimento n&o
pode ser aplicado a todas as situages, pois
algumas moléculas de dgua, bem como de outros
heteroatomos (por exemplo, Zn?, Ca?*, Cu?,
Mg?*, etc.) sdo essenciais para 0 processo
catalitico de determinadas enzimas. Contudo, para
este proposito, nenhuma molécula de &gua
presente no arquivo .pdb sera necessaria.

E imperioso destacar que, ao recuperar
estruturas do Protein Data Bank, o usuério devera
checar o arquivo .pdb em busca de comentérios
com o termo “MISSING”, pois essa entrada se
refere aos atomos ou residuos ausentes na
estrutura. A auséncia de residuos nas regides
amino- e carboxi-terminal, a priori, ndo gera
inconvenientes significativos no processo de
dinamica molecular. Por outro lado, quando os
residuos faltantes se localizam na regido interna
da proteina, a dindmica pode falhar. Esse
obstaculo é facilmente superado através da
modelagem do trecho ausente, seja por
modelagem comparativa, threading ou ab initio.
Além de checar o arquivo .pdb, o usuario também
deverarealizar a inspecdo visual da estrutura antes
de iniciar a simulacgdo. A verificacdo visual pode
ser realizada com softwares de visualizacéo, tais
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como UCSF Chimera (PETTERSEN et
al., 2004) e VMD (HUMPHREY et al., 1996).

E necessario que o usuario crie a pasta
“tutorial”, onde deverd ser armazenada a estrutura
da adenosina deaminase. O arquivo .pdb
armazenado na pasta “tutorial” serd o arquivo de
entrada para a ferramenta pdb2gmx do
GROMACS. O usuédrio deverd, através de um
terminal, acessar a pasta “tutorial” e inserir a
seguinte linha de comando “pdb2gmx -f
1AKIl.pdb -0 1AKI_processed.gro -water spce”.
Apobs a execucdo desse comando, 0 GROMACS
solicitard a escolha do campo de forca. Ao realizar
outras andlises, o usudrio devera ler sobre as
particularidades e aplicabilidade de cada campo
de forga. Para este tutorial, foi escolhido o campo

de forca OPLS-AA\L (XU et al., 2007),
determinado pela opc¢do 14. O pdb2gmx, ao fim
do processamento, gerard trés arquivos, como
descrito a seguir: i) EtAD_processed.gro, arquivo
de estrutura que contém todos os atomos definidos
dentro do campo de forca escolhido; ii) topol.top,
apresenta uma descricdo completa entre a
interacdo de todas as particulas do sistema e traz
informacgOes importantes, tais como: (nr) nimero
do &tomo, (type) tipo do 4&tomo, (resnr) ndmero do
residuo, (residue) nome do residuo, (atom) nome
do atomo, (cgnr) nimero do grupo da carga,
(charge) carga, (mass) massa, (typeB, chargeB e
massB) usados em calculos de free-energy; iii)
posre.itp, contém informaces sobre a restricdo de
posicao dos &tomos.

Figura 1. Estruturas tridimensionais da Adenosina deaminase. A) EtAD resolvida por modelagem comparativa. B)

SeAD (PDB: 30CQ) determinada por difragdo de Raios-X.

A I

3.2 Definicdo do box, solvatagdo e adigdo
de ions

Apos a geracdo do arquivo de topologia
(topol.top) da estrutura é necessario a realizagao
de trés passos fundamentais para o processamento
da simulagdo, séo eles: i) delimitacdo do tamanho
e forma do recipiente (box) que comportara a
proteina; ii) escolha e adicdo do solvente; iii)
verificacdo da necessidade da adicdo de ions para
alcancar a neutralidade do sistema. A cria¢do do
box é realizada através do editconf, com a
seguinte linha de comando, acessando o terminal
na pasta tutorial: “editconf -f
EtAD_processed.gro -o EtAD_newbox.gro -c -d
1.0 -bt cubic”. O comando -c conduz a estrutura
para o centro do box, enquanto o comando -d 1.0

posiciona a estruturaa 1 nm a partir das bordas do
box. A distancia de 1 nm é suficiente para que a
estrutura ndo interaja com sua imagem periddica.
Ja a forma do box é definida como cubica, através
do comando —bt cubic. Varias formas podem ser
definidas, tais como o dodecaedro. Essa forma
apresenta vantagens, em termos de dimensdes,
pois seu volume corresponde a aproximadamente
70% do volume do cubo.

Uma vez definida as dimens@es do box,
€ necessario preenché-lo com o solvente (Fig. 2).
A adicdo do solvente é realizada com a seguinte
linha de comando: “genbox -cp
EtAD_newbox.gro -CS spc216.gro -0
EtAD_solv.gro -p topol.top”. O comando -cp faz
mencao a configuracao da proteina e corresponde
ao output do editconf usado anteriormente. O
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modelo da &gua utilizado neste estudo é
0 SPC (Simple Point Charge water), sendo este
indicado pelo arquivo spc216.gro do GROMACS,
através do comando -cs. Por fim, a linha de
comando do genbox atualizard o arquivo de
topologia da estrutura.

O sucesso da dindmica molecular
depende, entre outros fatores, da neutralidade do
sistema. Esta é alcancada através da adigdo de
fons ao sistema. Por exemplo, caso a carga do
sistema seja positiva, adiciona-se ions cloro. No
entanto, nos casos onde a carga é negativa,
realiza-se a adicdo de fons sddio. A adi¢do de ions
pelo GROMACS é realizada pelo genion. O

genion, ao processar as informagdes de topologia
do sistema, realizara a substituicdo de moléculas
de agua pelos ions indicados pelo usuério. No
entanto, o formato do arquivo de entrada do
genion é do tipo .tpr. A criacdo do arquivo .tpr é
realizado pelo grompp, através da linha de
comando  “grompp -f ions.mdp -C
EtAD_solv.gro -p topol.top -0 ions.tpr”. Note
que linha de comando faz mencdo ao arquivo
“ions.mdp”. Este se encontra na Fig. 3 e devera
ser fielmente transcrito para o Gedit, nomeado
como “ions” e salvo com a extensdo .mdp na pasta
“tutorial” antes da execucdo da linha de comando.

Figura 2. Estrutura da EtAD contida no box preenchido com &gua. As esferas azuis correspondem aos dois ions cloro

adicionados para atingir a neutralidade do sistema.
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Figura 3. Arquivo “ions.mdp”. O conteldo desta figura devera ser fielmente transcrito para o editor de

texto Gedit.
; ions.mdp
integrator
emtol
emstep
nsteps
nstlist
ns_type
rlist
coulombtype
rcoulomb
rvdw
pbc

A geracédo do arquivo .tpr pelo grompp
habilita a realizacdo da etapa seguinte — a adicéo
de fons para alcancar a neutralidade do sistema.
As informacdes sobre a carga da proteina podem
ser encontradas no arquivo de saida da ferramenta
pdb2gmx gerado no inicio da andlise.
Alternativamente, a carga do sistema pode ser
visualizada no terminal apds a execugdo do
grompp (procurar pela frase “System has non-zero
total charge: 2.000000). No caso da adenosina
deaminase, a carga total sistema € de +2. A
neutralizacdo das cargas é feita atraveés do
comando “genion -S ions.tpr -0
EtAD_solv_ions.gro -p topol.top -pname NA -
nname CL -nn 2”. Por se tratar de uma
ferramenta interativa, o genion retornard em
resposta a linha de comando, uma tela com as
opcdes de insercao dos ions. Neste tutorial, os ions
deverdo ser adicionados junto ao solvente (op¢éo
13, “SOL"). No genion, o arquivo de entrada e de
saida sdo marcados pelos comandos -s e -0,
respectivamente. O comando -p indica o arquivo,
no qual as moléculas de dgua serdo substituidas
por ions. Por dltimo, os comandos -pname e -
nname correspondem aos fons positivos e
negativos a serem adicionados ao sistema,
respectivamente.

3.3 Minimizacdo da energia

O processo de solvatagdo gera um
aumento da energia do sistema, além da
possibilidade de gerar geometrias inapropriadas e
impedimentos estéricos. Esses infortinios sao
superados através da minimizacdo da energia.

steep
1000.0
0.01
50000
1
grid
1.0
PME
1.0
1.0
Xyz

Onde a energia das ligagdes é diminuida através
de uma espécie de relaxamento molecular,
tornando o sistema mais estavel.

Para iniciar a minimizacao da energia, o
usuario deverd transcrever as informagdes da
figura 4 no Gedit e salvar o contetldo como “mini”
no formato .mdp e aloca-lo na pasta “tutorial”.
Apos a criagdo do arquivo mini.mdp, a seguinte
linha de comando deverd ser inserida no terminal
“grompp -f mini.mdp -c EtAD_solv_ions.gro -
p topol.top -0 em.tpr”. E importante que, apds a
execucdo do grompp, o usudrio verifique no
terminal a atualizacdo do arquivo topol.top.,
indicada pela frase “Back off! I just backed up
topol.top to ./#topol.top.#”. Apos a finalizagdo do
grompp, 0 usuario devera usar o comando
“mdrun -v -deffnrm em”, para iniciar a
minimizacao de energia. Apoés a finalizagdo, serdo
gerados quatro arquivos: i) em.log, apresenta o
registro de atividade da minimizagdo; ii) em.edr,
arquivo binério de energia; iii) em.trr, arquivo
binério de trajetéria; iv) em.gro, estrutura
minimizada. Para avaliar as informages contidas
no arquivo em.edr, o usudrio devera gerar um
grafico (Fig. 5) com o uso do comando “g_energy
-f em.edr -0 potential.xvg” e, em seguida,
escolher a opcédo “potential” (#10) acompanhado
do numero zero para finalizar. O gréafico podera
ser visualizado no software Xmgrace, que devera
ser instalado pelo usuério.
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Figura 4. Arquivo “mini.mdp”. O contetdo desta figura devera ser fielmente transcrito para o editor de texto Gedit.

; mini.mdp
integrator

emtol
emstep
nsteps
nstlist

ns type

rlist

coulombtype
rcoulomb

rvdw
pbc

steep
1000.0
0.01
50000
1
grid
1.0
PME
1.0
1.0
= Xyz

Figura 5. Potencial de energia de EtAD. O potencial de energia sempre devera ser negativo. Para o caso de uma Unica
proteina em &gua, a energia final devera oscilar entre a ordem de 10° e 106, dependendo do tamanho do sistema e

do nimero de moléculas de agua.

Minimizacao de energia

-3,5¢e+05 T T
-6e+05 [— —
g N
2
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Te+05 |- \ ]
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3.4 Equilibracéo

A minimizacdo de energia é um passo
importante na dindmica molecular,
especialmente acerca da orientagdo da
geometria e orientacdo do solvente. No entanto,
apenas a minimizacgdo de energia ndo habilita o
inicio da simulagdo. Para dindmica molecular

EM Step

ocorrer sem problemas iniciais, é necessario
equilibrar o solvente e os ions ao redor da
proteina. Caso contrario, o sistema entrard em
colapso durante a simulacéo.

Normalmente, a equilibracdo (termo
comumente usado em Biologia Computacional
e Mecénica Molecular) é conduzida em duas
fases. A primeira fase é realizada pelo conjunto
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canénico NVT (do inglés constant
Number of particles, Volume, and Temperature).
O tempo gasto no NVT é proporcional ao nimero
de moléculas do sistema. No caso da EtAD, a
conclusdo do NVT é de aproximadamente 1 hora
em computadores mais antigos e com baixa
capacidade processamento (por exemplo, Intel®
Pentium® Dual Core). Para a primeira fase de
equilibracdo é necessario que o usudrio transcreva
as informacdes contidas na figura 6 para o Gedit,
nomeie o arquivo como “NVT” e o salve com a
extensdo .mdp na pasta “tutorial”. Para iniciar, 0
usuario deverda inserir a seguinte linha de
comando no terminal “grompp -f nvt.mdp -c
em.gro -p topol.top -0 nvt.tpr”. Seguido do
comando “mdrun -deffnm nvt”. A avaliagdo da
progressdo da temperatura pode ser realizada
através do grafico criado pelo comando
“g_energy -f nvtedr’. O wusudrio deverd
selecionar a temperatura do sistema (op¢éo 15) e
sair (opgéo 0).

Com o NVT a temperatura do sistema foi
estabilizada, marcando o fim da primeira fase e
habilitando o inicio da segunda fase da
equilibracdo. A segunda fase é caracterizada pela
equilibrio da pressdo. Essa etapa é conduzida pelo
conjunto NPT (do inglés Number of particles,
Pressure, and Temperature) sendo todos o0s
elementos do acrénimo, constantes. O tempo para
conclusdo do NPT é semelhante ao gasto pelo
NVT. Antes de iniciar a segunda fase de
equilibracdo é necessario que o usudrio transcreva
as informacdes contidas na figura 7 para o Gedit,
nomeie o arquivo como “NPT” e o salve com a
extensdo .mdp na pasta “tutorial”. A equilibracdo
da pressdo tem inicio apds a insercdo da linha de
comando “grompp -f nptmdp -c nvt.gro -t
nvt.cpt -p topol.top -o npt.tpr”, seguido do
comando “mdrun -deffnm npt”. A visualizacéo
da progressdo da pressdo da EtAD pode ser feita
apos o término do NPT pelo comando “g_energy
-f npt.edr -0 pressure.xvg”, seguida das opg¢des
16 (pressao do sistema) e 0 (comando de saida).

Figura 6. Arquivo “nvt.mdp”. O contetdo desta figura devera ser fielmente transcrito para o editor de texto Gedit.

title = OPLS EtAD NVT equilibration
define = -DPOSRES
integrator = md

nsteps = 50000

dt = 0.002
nstxout = 100
nstvout = 100
nstenergy = 100

nstlog = 100
continuation = no
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds
lincs iter =

lincs order =4

ns type = grid
nstlist =5

rlist =1.0
rcoulomb =1.0

rvdw =1.0
coulombtype = PME

pme order =4
fourierspacing = 0.16
tcoupl = V-rescale
tc-grps = Protein Non-Protein
tau_t =0.10.1
ref_t = 300 300
pcoupl = no

pbc = Xyz
DispCorr = EnerPres
gen vel = yes

gen temp = 300

gen seed = -1
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Figura 7. Arquivo “npt.mdp”. O contetdo desta figura devera ser fielmente transcrito para o editor de texto Gedit.

title = OPLS EtAD NPT equilibration
define = -DPOSRES
integrator = md

nsteps = 50000

dt = 0.002

nstxout = l@e

nstvout = l@e

nstenergy = 1608

nstlog = 180
continuation = yes
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds
lincs_iter =1

lincs_order =4

ns_type = grid

nstlist =5

rlist = 1.0

rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0
coulombtype = PME

pme_order =4
fourierspacing = 0.16

tcoupl = V-rescale
tc-grps = Protein Non-Protein
tau_ t =0.10.1

ref_t = 3600 300
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic
tau_p = 2.0

ref_p =1.0
compressibility = 4.5e-5
refcoord_scaling = com

pbc = Xyz

DispCorr = EnerPres
gen_vel = no

3.5 Dinamica Molecular

Todos os processos realizados acima
s80 necessarios para a realizagdo da simulacao.
Apo6s completar as fases de equilibracdo, o
sistema se apresenta com a temperatura e pressdo
desejadas. Consequentemente, 0 sistema esta apto
para liberar as posi¢des de restrigdo e iniciar a
dinamica molecular para a coleta de dados. Neste
caso serd calculado 1 nanosegundo (ns) de
simulagdo. Trata-se de um processo demorado,
aproximadamente 13 horas em computadores
antigos (Intel® Pentium® Dual Core). Antes de
iniciar a dindmica molecular é necessario que o
usuario transcreva as informacgdes contidas na
figura 8 para o Gedit, nomeie o arquivo como
“md” e o salve com a extensdo .mdp na pasta
“tutorial”. O inicio da simulagdo é marcado pelo
comando “grompp -f md.mdp -c nptgro -t
npt.cpt -p topol.top -o md_0_1.tpr”, seguido de
“mdrun -deffnrm md 0 1”. A wversdo do
GROMACS utilizada neste estudo possui
aceleracdo via GPU (Graphics Processing Unit).
Caso o0 usuario possua uma GPU disponivel,

podera ser usado 0 seguinte comando, em
alternativa ao mdrun anterior, “mdrun -deffnm
md_0_1 -nb gpu”.

Ao fim da dindmica molecular é
necessario realizar o0 pds-processamento dos
dados, através da linha de comando “trjconv -s
md_0_1.tpr -f md_0_1.xtc -0 mdnoPBC.xtc -
pbc mol -ur compact”, seguido da escolha da
opcao 0 (system) para o arquivo de saida. A partir
desse ponto, varias andlises poderdo ser
realizadas, como por exemplo, i) RMDS (Root
Mean Deviation Square), para avaliar sua
estabilidade da proteina e ii) raio de giro, Gtil na
mensuracdo da qualidade do enovelamento
proteico. A visualizacdo do RMSD (Fig. 9) pode
ser feita através do comando “g_rms -s
md_0_1.tpr -f mdnoPBC.xtc -0 rmsd.xvg -tu
ns”, seguido da escolha do campo 4 (backbone)
para ambas solicitagBes. Os dados demonstram
que a EtAD ¢ estavel durante os 1.000
picosegundos (ps) de simulacdo, tendo em vista
que a oscilacdo do RMSD néo ultrapassou 0,1 nm
(1A) do valor inicial. Ja a visualizac&o do raio de
giro pode ser realizada pelo comando
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“g_gyrate -s md_0_1.tpr -f mdnoPBC.xtc -0
gyrate.xvg” (Fig. 10). O raio de giro da EtAD
permaneceu estavel, revelando o alto grau de

Figura 8. Arquivo “md.mdp”. O conteldo desta figura

compacidade proteica, reflexo do enovelamento
estavel da proteina.

devera ser fielmente transcrito para o editor de texto Gedit.

title = OPLS EtAD MD
integrator = md

nsteps = 500000

dt = 0.802
nstxout = 1888

nstwout = 1608
nstxtcout = 1888
nstenergy = 1888

nstlog = 1888
continuation = yes
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds
lincs_iter =1
lincs_order =4

ns_type = grid

nstlist =5

riist =1.8

rcoulomb =1.8

rvdw =1.8
coulombtype = PME
pme_order =4
fourierspacing = 8.16

tcoupl = V-rescale
tc-grps = Protein Non-Protein
tau t =08.1 8.1

ref t = 308 360
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic
tau p = 2.0

ref p =1.0
compressibility = 4.5e-5
pbc = XYZ

DispCorr = EmerPres

gen vel = no

Figura 9. Flutuagdo do RMSD da EtAD em fungdo do

tempo. Os niveis do RMSD flutuam em torno de 0,1 e 0,15

nm, indicando o alto grau de estabilidade estrutural da EtAD.
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Figura 10. Raio de giro da EtAD. O raio de giro permanece estavel durante a simulacdo, indicando a alta qualidade

do enovelamento proteico.
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4. Conclusao

Este trabalho trata da primeira simulagéo
envolvendo uma estrutura proteica de E. tarda. Os
resultados gerados na simulacdo indicam que a
EtDA é uma estrutura altamente estéavel, como
demonstrado pelo RMSD e raio de giro. Esses
dados poderdo conduzir, em estudos futuros, ao
melhor entendimento dos processos bioquimicos
e fisiolégicos de E. tarda, bem como, auxiliar o
desenvolvimento de estratégias para o controle
e/ou eliminacdo desta bactéria. Além disso, este
trabalho proporciona ao usuario um contato inicial
e facilitado com a dindmica molecular, sobretudo,
no que se refere a execucdo da simulacéo, tendo
em vista que 0 GROMACS ndo possui interface
grafica.
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